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(54) Title: ARTIFICIAL VESSEL SYSTEMS AND PROCESS FOR PRODUCING THEM 

(54) Bezeichnung: KONSTLICHE GEFASSSYSTEME UND VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to an artificial blood vessel system with an internal surface coating. As against prior art systems, the artificial 
blood vessel system of the invention has increased cell adhesion and retention, especially of endothelial ceils. The invention also relates to 
a Process for producing an artificial vessel system in which a twocomponent coating is applied to the inner surface of the vessels in tw 
steps. The first component is macromolecular and contains more than one immary amino group. The preferred macromolecular component 
is poly-L-Jysine hydrobromide. The second component, which is added in process step b). contains at least two active groups, including at 
least one aldehyde group. It is of special advantage here to use glutaric dialdehyde. The third component comprises an oligo saccharide, 
oligo peptide or oligo protein containing an arginine-glycine asparagine (ROD) sequence which especially increases the fixing of endothelial 
ceus* 

(57) Z nmmmon fafffuiig 

m 5?f Erfindung betriffi ein kttnstliches BIutgefflBsystem mit einer inneren Oberflachenbeschichtung. Das erfindungsgemaBe kOJistlkhe 
Blutgeta&ystem weist gegenQber dem Stand der Technik eine erhohte Zeilenadhasion und -retention, insbcsonderc von Endothelzellen 
auf. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines kOnstlichen GefaBsystems. In diesem Verfahren wird auf 
t™" « ffl8obcrflflchc in zwei Verfahrensschritten eine Zwei^Kcroponenten-Beschichtung aufgebracht. Die erste Koraponcnte ist 
rn ataomole tailar und enthfilt mehr als eine primare Aminogruppe. Vorzugsweise wird als makroniolekulare Komponente Poly-L-lysin- 
nyorooTomid verwendet Die zweite Komponente, die im Verfahrensschritt b) zugegeben wird, enthfilt mindestens zwei aktive Gruppau 
davon mindestens eine Aldehydgruppe. Besonders vorteOhaft ist hierbei die Verwendung von Glutardialdehyd. Die dritte Komponente 
urnfaBt em Oligosaccharid, -pepdd oder -protein, das eine Arginin-Glycin-Asparagin (RGD^Sequenz enthfilt, die insbesondere die 
Anlagerung von Endothelzellen erhohu 
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Kunstliche GefaSsysteme und Verfahren zu ihrer Herstellung 



Die Erfindung betrifft ein kunstliches Blutgef SSsystem, auf 
dessen vorbeschichteten Oberflachen eine Substan2 mit Zell- 
adhasion aufgebracht ist. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung 
des kiinstlichen Gef aSsystems, in welchem die innere Oberflache 
des GefSSsys terns vorbeschichtet und in einem weiteren Verfah- 
rensschritt eine Substanz aufgebracht wird, die von bestimmten 
Zelladhasionsrezeptoren gebunden wird. 

Die chemische und physikalische Zusammensetzung von kiinstlichen 
GefaSsystemen wird stetig weiterentwickelt und verbessert, da 
autologe GefaSsysteme als Ersatz fur naturliche Gef aBsysteme 
nur beschrankt verfugbar sind. Bei den GefaSsystemen ist ins- 
besondere die innere Oberflache, die zahlreiche mechanische und 
metabolische Eigenschaf ten aktiviert, von entscheidender Bedeu- 
tung. Dies gilt ganz besonders fur kunstliche Blutgef SSsysteme, 
denn die innere Oberfl£che dieser GefaSsysteme ist entscheidend 
fur den stdrungsf reien BlutfluS und die Blutgerinnung. 

So kann der Einsatz unbehandelter , synthetischer Gef&Strans- 
plantate, die insbesondere in der Herz- und Gef SSchirurgie als 
BlutgefaSersatz verwendet werden, bei den Patienten einen Ver- 
schlufi der GefaSsysteme verursachen, die zu den bekannten, mog-r 
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licherweise auch lecalen Konsequenzen, beispielsweise zu eine 
Schlaganf all , fuhren konnen. 

Urn derartige Stdrungen bei kunstlichen Gef SSsystemen zu vermei 
den, muS die innere Oberflache entsprechend vorbehandelt wer 
den. So werden bei kunstlichen Gef aSprothesen Endothelzelle 
(EC) in das Innere des Systems eingebracht. Die Anlagerur 
einer nattlrlichen Endothelzellschicht an den Innenwanden de 
kunstlichen Gef aSsysteme verringert die Gefahr einer Thrombose 
und somit die VerschluSrate der Kunstprothese . 

Ein wesentlicher Nachteil besteht jedoch darin, daS die AdiC 
sion von Zellen, insbesondere von Endothelzellen an die Innen 
wande der synthetischen Materialien sehr gering ist. Die Endo 
thelzellenbesiedlung an den Innenwanden wird jedoch gefordexrt 
wenn dort vorher eine Substanz aufgebracht wird, die die ge 
wunschte ZelladhSsion erhoht. Diese Substanzen werden dann vc 
den Rezeptoren der 2ellen # die angesiedelt werden sollen, er 
kannt und gebunden. Bezuglich der Endothelzellenadhasion be 
kunstlichen BlutgefSSen sind verschiedene Verfahren bekannt 
die diese Adhasion an den Innenwanden des Gef aSsystems ver 
bessern. Die innere Oberflache dieser synthetischen Blutgefaf 
systeme wird z.B. unter Verwendung verschiedener Matrixproteir 
zunachst vorbeschichtet . 

c 

Als Vorbeschichtungssubstanzen sind insbesondere Plasmaproteii. 
wie Collagen und Laminin bekannt, die eine Adhasion der Endc 
thelzellen verbessem. Fibronektin, das auf PTFE- Oberflache 
aufgebracht wird, gilt als die Haupterf olgssubstanz der Zell 
adhasion. 

Sank et al. offenbaren ein Verfahren, in dem PTFE-Transplantat 
zunachst entweder mit Plasmaproteinen wie Gelatine, Laminin 
Fibronektin und Collagen oder mit Peptiden, die eine RGD 
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Sequenz enthalten. direkt beschichtet werden. AnschlieSend er- 
folgt die Besiedelung mit Endothelzellen (Sank et al . , Am J 
Surg 1992. Nr. 164. Seiten 199-204) . 

In der europaischen Patentanmeldung EP 0 531 54 7 Al wird ein 
kunstliches Blutgef afcsystem beschrieben, das mit einem Plasma- 
protein, das Endothelzellenadhasion aufweist, beschichtet wird. 
Die verwendeten Proteine sind Collagen, Gelatin, Laminin und 
Fibronektin. Das Plasmaprotein wird an die Innenwande des syn- 
thetischen Materials des GefaSsystems fiber funktionelle 
Hydroxid-, Carboxyl-Epoxy- oder Aminogruppen kovalent gebunden. 



Auf diesen derart vorbeschichteten Innenwanden konnen dann 
Endothelzellen angesiedelt werden. 

Einige dieser aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren 
weisen jedoch erhebliche Nachteile auf . 

So steht eine komplizierte und langanhaltende Vorbeschichtung, 
die vor der Zellbesiedlung stattfindet, einer klinischen An- 
wendung in breitem Umfang entgegen. Eine mdgliche Ubertragung 
von Virusinfektionen, die beispielsweise durch eine Vorbe- 
schichtung mit Humanplasmakomponenten, wie Fibrinkleber , er- 
folgen kann, sollte ebenfalls vermieden werden. Daruber hinaus 
ist eine intravaskulare Anwendung der Plasmaproteine Thrombin 
und Fibrin hochgradig thrombogen und fordert mdglicherweise 
eine Koagulation, sofem eine Endothelzellenmonoschicht nicht 
sofort nach der Endothelzellenbesiedlung erzielf werden kann. 
Die bekannten Verfahren werden hauptsachlich verwendet, urn 
Oberflachen aus Polytetraf luorethylen (PTFE) zu beschichten. 
Die Beschichtung von Oberflachen aus Dacron und Polyurethan 
wurde auch, wenn auch seltener, durchgefuhrt . 



Die AdhSsion von Endothelzellen an Fibronektin und auch an 
Laminin und Tenascin ist auf eine Aminosauresequenz zuruckzu- 
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fuhren, die in diesen Plasmaproteinen enthalten ist . Diese Sub 
stanz ist ein Peptid, das eine Arginin-Glycin-Asparagin (RGD) 
Aminosauresequenz enthait . Eine Substanz, die mindestens ein 
Arginin-Glycin-Asparagin-Aminosauresequenz enthait , wird i 
5 folgenden RGD-enthaltende Substanz genannt . Diese Sequenz wir 
von Integrinrezeptoren der Endothelzelle und anderen Zelle 
erkannt (Takemoto et al . , ASAIO Transactions 1989; Nr. 35 
Seiten 354-356) . 

10 Gegenuber den naturlich vorkommenden Sequenzen in Plasrnaparo- 
teinen wird jedoch die Zellenhaf tung durch synthetische , RGD- 
enthaltende Peptide erhoht . Dies wird auf die gegenuber 
naturlichen Sequenzen unterschiedlichen Strukturen der synthe 
tischen Peptide zuruckgef \lhrt . Daruber hinaus kdnnen synthe 

15 tische, RGD-enthaltende Peptide fur Zellrezeptoren selektive* 
sein als Peptide, die den naturlichen Sequenzen extrazellulare: 
Matrixproteine entsprechen. Substanzen, die eine RGD-Sequen- 
enthalten , werden von verschiedenen Zellrezeptoren, insbesor 
dere von Endothelzellrezeptoren, erkannt und gebunden. 

20 

Wird die RGD-enthaltende Substanz direkt auf die synthetische 
innere Gef afioberf lache gebracht, so erfolgt nur eine zufallige 
unspezif ische und unvoll standi ge Bindung der RGD-enthaltende 
Substanz an das synthetische Material. Dies hat zur Folge, da. 

25 die Dichte der RGD-Sequenzen an den Innenw&nden des GefaSs-- 
steins sehr gering ist, Diese geringe Dichte hat wiederum nu 
eine geringe Zellenbesiedlung zur Folge* Ein stdrungsf reie 
DurchfluS durch das kunstliche GefaSsystem kann nicht gewahz 
leistet werden. Die direkte Beschichtung der Gef aSoberf lacl- 

30 mit einer RGD-enthaltenden Substanz ist daher sowohl fxir di 
Zellenadhasion und -retention als auch fur die daraus resultie 
renden metabolischen Eigenschaf ten des kunstlichen Gefafisysteir 
als nicht optimail anzusehen. 

35 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein kunstliche 
Blutgef afisystem zur Verfxigung zu stellen, in welchem di 
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Adhasion und Retention von Zellen, insbesondere von Endothel- 
zellen, gesteigert und verbessert wird. Der Einsatz derartiger 
kunstlicher Blutgef aSsysteme bewirkt einen storungsf reien Blut- 
f luS, wodurch die Thrombosegef ahr verringert und somit die Ver- 
5 schluSrate der kunstlichen Gef aSprothese gesenkt wird. 

Weiterhin ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
Verfahren zur Herstellung eines kunstlichen Gef aSsystems zur 
Verfugung zu stellen, das zu einer deutlichen Erhohung der 
10 Adhasion und Retention von Zellen an der Innenwand der Ge- 
f aSsysteme und damit zu einer Verbesserung der metabolischen 
Eigenschaf ten der kunstlichen Gef aSsysteme f uhrt . 

Zur Losung dieser Aufgabe dienen die Merkmale der unabhangigen 
15 Ansp ruche . 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteranspruchen defi- 
niert . 

20 Das kunstliche Blutgef aSsystem besteht aus einem synthetischen 
Material, wie Polytetraf luorethylen (PTFE) , Polyurethan, 
Silicon und dergleichen. Die erf indungsgemaSen kunstlichen 
BlutgefaSsysteme enthalten eine innere vorbeschichtete Ober- 
flache, auf die eine Substanz mit Zellenadhasionseigenschaf ten 

25 aufgebracht ist. Die Beschichtung der inneren Oberfl&che umfaSt 
zwei miteinander umgesetzte Komponenten, namlich eine erste 
makromolekulare Komponente mit mehr als einer primaren T^mino- 
gruppe, und eine zweite Komponente, die mindestens zwei reak- 
tive Gruppen, davon mindestens eine Aldehydgruppe aufweist. 

30 Besonders geeignet ist die Verwendung eines Poly-lysin-hydro- 
halogenids, vorzugsweise , ein Poly-L-hydrohalogenid und ins- 
besondere ein Poly-L-lysin-hydrobromid* Vorzugsweise wird Glu- 
tardialdehyd als zweite Komponente eingesetzt . Die auf der 
vorbeschichteten, inneren OBerflSche aufgebrachte Substanz, die 

35 die Zellenadh&sion fdrdert, ist ein Oligosaccharid, -peptid 
oder -protein, Diese Substanzen weisen mindestens eine RGD- 
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Sequenz auf . Uber diese RGD-Sequenz werden Zellrezeptoren, 
insbesondere Endothelzellrezeptoren gebunden. 

Die erf indungsgeraSSen kunstlichen Blutgef&Se bewirken gegenuber 
5 den aus dem Stand der Technik bekannten ktinst lichen BlutgefaS- 
systemen eine erhdhte Zellenbesiedlung und -retention aufgrunc 
der hohen Dichte der adhasionsf ordernden Substanzen. Dadurch 
verlauf t der Blutf luS und die Blutgerinnung storungsf rei . Nach 
teilige Auswirkungen, z.B. ein VerschluS der kunstlichen Blut- 
10 gef aSsysteme , werden wirksam vermieden. 

Aufgrund der erhdhten ZellenadhSsion und -retention eignet sicJt 
insbesondere das erf indungsgemaSe kunstliche Blutgef afisyste.. 
als Ersatz fur naturliche arterielle Gef aSsysteme . Die erfin- 
15 dungsgemaSen kunstlichen Gef aSsysteme eignen sich insbesondere 
in der Herz- und Gef aSchirurgie als Ersatz fur naturliche Ge- 
f aSsysteme . 

Diese kunstlichen Blutgef aSsysteme konnen beispielsweise unte* 
20 Verwendung des erf inderischen Verfahrens - wie im folgenden be 
schrieben - hergestellt werden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung eines kunstli 
chen Gef aSsystems bestehend aus einem synthetischen Material. 
25 in dem die innere Oberflache vorbeschichtet wird und ar 
schlieSend eine Substanz aufgebracht wird, die von Zelladmi 
sionsrezeptoren erkannt und gebunden wird, umfafit die folgende. 
Verf ahrensschritte 

30 a) Das kunstliche GefaSsystem wird in einem ersten Verfah 
rensschritt mit einer makromolekularen Komponente be 
schichtet, die mehr als eine primare Aminogruppe aufweise 
muS. 

35 b) In einem zweiten Verf ahrensschritt wird die primare Amino 
gruppen enthaltende, makromolekulare Komponente mit eine: 



WO 96/25185 



- 7 - 



PCT7EP96/00608 



zweiten Komponente umgesetzt, die mindestens zwei reaktive 
Gruppen, davon mindestens eine Aldehydgruppe, enthSlt . 

c) Das durch die Schritte a) und b? vorbeschichtete , kunst- 
liche GefaSsystem wird mit einer Substanz umgesetzt, die 
von bestimmten Zellrezeptoren erkannt und gebunden wird, 

Vorwiegend besteht das erf indungsgemaSe kunstliche GefaSsystem 
aus einem synthetischen Material, wie Polytetraf luorethylen 
(PTFE) , Polyurethan, Silicon und dgl . Im Verf ahrensschritt a) 
wird die Innenwand des kunstlichen GefaSsystems mit der ersten 
makromolekularen Komponente beschichtet. Ein wesentlicher 
Aspekt des erf inderischen Verfahrens ist, daS die primaren Ami- 
nogruppen der makromolekularen Komponente des Verf ahrensschrit- 
tes a) in Seitenketten angeordnet sind. Vorzugsweise wird als 
makromolekulare Komponente Poly-lysin-hydrohalogenid, insbe- 
sondere Poly-L-lysin-hydrohalogenid, verwendet . Besonders 
vorteilhaf t ist die Verwendung von Poly-L-lysin-hydrobromid. 

Im Verf ahrenssschritt b) wird diese makromolekulare Komponente 
mit einer zweiten Komponente umgesetzt, wobei die zweite Kompo- 
nente in einer molaren Menge verwendet wird, die geeignet ist, 
samtliche primaren Aminogruppen der ersten Komponente zu funk- 
tionalisieren. Besonders vorteilhaf t ist hierbei die Verwendung 
von Glutardialdehyd. Das kQnstliche GefaSsystem wird durch die 
Verf ahrensschritte a) und b) innenseitig beschichtet . Nachdem 
die Vorbeschichtung der inneren Oberfl&che erfolgt ist, wird im 
Verf ahrensschritt c) wahlweise ein Peptid, Saccharid oder Pro- 
tein, auf die beschichtete OberflSche aufgebracht, das die 
ZelladhSsion und -retention der gewunschten Zellen bewirkt. 
Diese Substanz kann ein Oligopeptid, -saccharid oder -protein 
sein. Sie muS wenigstens eine reaktive Gruppe enthalten, die 
mit dem derivatisierten Beschichtungsmaterial reagieren kann, 
z.B. primSre Aminogruppen. 



Die Verfahrensschritte a) und b) filhren zu einer Beschichtung 
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der kunstlichen Gef aSinnenwande, die aus zwei Komponenten be 
steht. Hierbei hat sich gezeigt, daS die zweite Komponente de 
Beschichtung, die mindestens zwei reaktive Gruppen und davc 
mindestens eine Aldehydgruppe enthait, fur die Erfindung be 
sonders bedeutungsvoll ist . Diese Komponente wirkt als Ab 
standshalter (spacer) zwischen der inneren Oberflache de 
GefaSsystems und den Zellrezeptoren der Zellen, die auf de 
Oberflache angesiedelt werden. Die Zwei-Komponenten-Beschich 
tung bewirkt eine gezielte Orientierung und Bindung der di t 
Zelladhasion bewirkenden Substanzen; denn uber die im gleichei. 
Abstand voneinander entfernten, regelmaSig angeordneten prima - 
ren NH 2 -Gruppen der ersten Komponente erfolgt die gezielte Bi&* 
dung der zweiten Komponente, die vorzugsweise e r\. 
Glutardialdehyd darstellt. Das Glutardialdehyd wird uber dir 
ersten Aldehydf unktionen an die primaren Aminogruppen des ml* 
Poly-lysin-hydrohalogenid, insbesondere mit Poly-L- lysin- 
hydrobromid, vorbeschichteten kunstlichen GefaSsystems gebun- 
den. AnschlieSend wird das vorbeschichtete Gefafisystem mi 
einer Substanz umgesetzt, die eine spezifische Adhasion gegen 
xiber den Zellen aufweist, die angesiedelt werden sollen 
Oligosaccharide, -peptide oder -proteine, die beispielsweis' 
eine RGD-Sequenz enthalten, sind fur die Adhasion und Retentio 
von Endothelzellen und anderen Zellen besonders geeignet . Di 
frei verfugbaren Aldehydf unktionen der Zwei -Komponenten- Be 
schichtung, die insbesondere von einem derivatisierten Poly- 
lysin bereitgestellt werden kdnnen, binden beispielsweikv 
primare Aminogruppen der verwendeten spezifische Zelladhasio. 
aufweisende Substanzen. Der Beschichtungsmechanismus des er 
f indungsgemSSen Verfahrens ist in den Figuren 1 a) bis c) wie 
dergegeben . 

Aufgrund des erf inderischen Verfahrens erfolgt keine zufalls- 
maSige und unkoordinierte Bindung der die Zelladhasion fordern- 
den Substanzen, insbesondere der RGD-Peptide oder Proteine. Die 
Bindung dieser Substanzen an die synthetischen Innenw&nde wire 
gezielt uber die in regelm&Sigen Abstanden angeordneter 
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Aldehydf unktionen der zweiten Beschichtungskomponenten er- 
. reicht. Die dadurch resultierende groBere Dichte und BestSn- 
digkeit der biologisch aktiven Peptide oder Proteine fuhrt 
gleichzeitig zu einer Steigerung der Zellenbesiedlung und 
5 Zellenretention. Die erhohte Zellenbesiedlung an den Gefafi- 
innenwanden wirkt einem VerschluS des Gef SSsystems entgegen. 
Die metabolischen Eigenschaf ten der kunstlichen Gef aSsysteme 
werden erheblich verbessert. 

10 

Das folgende Ausf uhrungsbei spiel erlautert die Erfindung, ohne 
sie jedoch einzuschranken. 

1 5 Aus f uhrungsbe i spie 1 

1. Herstellung des kunstlichen GefaSsystems 

Das PTFE- Transplant at (n « 5) wird im Verf ahrensschritt a) mit 

20 40 /im/ml Poly-L-lysin-hydrobromid (Sigma GmbH, Deisenhofen, 
BRD) in PBS (phosphat-gepuf f erte Salzlosung) gefullt und bei 
Raumtemperatur 24 Stunden lang inkubiert, urn eine Adsorption 
des Polypeptids am PTFE-Material zu ermoglichen. Nach dem 
Spulen des Transplantats mit PBS wird im Verf ahrensschritt b) 

25 eine Losung von 0,2 % Glutardialdehyd (Sigma GmbH, Deisenhofen, 
BRD) in PBS in die Transplantate instilliert und 10 Minuten 
stehengelassen. Das Transplantat wird erneut mit PBS gespult. 
Das derartig „yorbeschichtete Transplantat wird im Verf ahrens- 
schritt c) vollstandig mit 100 fig/ml eines synthetischen, die 

30 AdhSsion von Endothelzellen fordernden Peptids in PBS (Gly-£sg- 
Gl y -As p -Ser-Pro-Lys) {Gibco, Life Technologies Inc., Gaithers- 
burg, USA), das die RGD-Sequenz enthSlt, gefullt und 60 Minuten 
lang stehen gelassen. Nach Entfernen der Peptidldsung wird eine 
Losung mit 1 % Rinderserumalbumin (Sigma Chemical Co., St. 

35 Louis, USA) in PBS in die Transplantate 30 Minuten lang ein- 
gebracht, urn mdgliche ungebundene Aldehydstellen zu besetzen. 
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AnschlieSend wird das Transplantat rait PBS gewaschen. 
2. Endothelzellenbesiedlung 

Auf dem RGD-Peptid-beschichteten GefaSsystem wird eine En- 
dothelzellenkultur angelegt, die aus einer Oberf lachenvene . 
z.B. aus der Saphene eines Erwachsenen (AHSVEC) , gewonnen wird. 
Endothelzellen der zweiten bis dritten Kulturpassage werden mi. 
Trypsin behandelt, zentrif ugiert und im vollstandigen Nahr- 
medium resuspendiert . Ein aliquoter Teil wird zur Zellzahlung 
in einem Hemocytoraeter verwendet und die Zellsuspension auf 
eine Zelldichte von 1,2 x 10 5 Endothelzellen/cm 2 eingestell^ 
urn die verfugbare Prothesenoberf lache von 6,3 cm 2 zu bedecked-. 
Das Transplantat wird mittels einer Spritze mit der Endothel- 
zellensuspension gefullt, an beiden Enden verschlossen und 30 
Minuten lang in einem befeuchteten Inkubator in einer Atmospha- 
re aus 5 % Kohlendioxid/95 % Luft bei einer Temperatur von 37 
°C inkubiert. Nach 15 Minuten werden die Transplantatsegment* 
einmal urn 180 ° gedreht. Am Ende des Besiedlungsvorgangs werder 
die Transplantate mit dem Nahrmedium gespult. 



Vergleichsversuche 

Es wurde ein Vergleich der Endothelzellenadhasion und -re ten 
tion auf unbeschichteten, mit Plasmaproteinen beschichteter 
erf indungsgemas beschichteten und mit Polylysin/Glutardialdeh^ 
(ohne RGD) beschichteten PTFE-Gef SSsystemen durchgef uhrt . 

Die Gruppe 1 stellt ein unbeschichtetes PTPE-Gef SSsystem dax 
Ein mit Humanf ibronektin beschichtetes PTFE-Transplantat wire 
als Gruppe 2 bezeichnet. Die Vergleichsgruppen 1 und 2 sine 
nach den aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren herge- 
stellt worden. 

Gruppe 3 ist ein erf indungsgemafies vorbeschichtetes Blutgefafi- 
system, das wie im Ausftihrungsbeispiel beschrieben hergestellt 
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wurde . 

Gruppe 4 ist ein vorbeschichtetes Blucgef &3system, das gemaS 
den erf indungsgemSSen Verf ahrensschrirten a) und b) hergestellt 
wurde. Eine RGD enthaltende Substanz mit Zelladhasion ist 
jedoch nicht vorhanden. 

Bei den Versuchen zur Bestimmung der Endothelzellenadhasion und 
-retention an den Gef afiinnenwanden vor und nach Perfusion der 
PTFE-GefaSsysteme der Gruppe 1, 2, 3 und 4 wurden mit Endothel- 
zellen besiedelt. Am Ende des Besiedlungsyorganges wurden die 
Transplantate der Gruppen 1, 2, 3 und 4 kurz mit Nahrmedium 
gespult. AnschlieSend wurde jeweils ein Luer-Verbindungsstuck 
entfernt und ein definiertes Segment einer Lange von 1 cm der 
Gruppen 1, 2, 3 und 4 fur eine Untersuchung im Rasterelektro- 
nenmikroskop (REM) prapariert . 

Dann wurden die Luer-Verbindungsstucke ersetzt, und die Trans- 
plantate in einen kunstlichen Stromungskreislauf eingesetzt, urn 
den Widerstand gegen Scherspannung sowie die Zellretention 
einer angelegten Endothelzellensaat auf den PTFE-Oberf lachen zu 
bestimmen (siehe Figur 2) . Ein pulsierender FluS wurde unter 
Verwendung einer Walzenpumpe (Medax, Kiel, BRD) eines 
Kardiotomiebehalters, ausgestattet mit einem Perfusions- 
mediumfilter und einem Luf tblasenf ilter (Sorin Biomedica, 
Saluggia, Italien) und eines extrakorporalen Standard- 
Perfusionsschlauches (Jostra, Hirrlingen, BRD) in einem ge- 
schlossenen, sterilen System erzeugt . Die mit einer Zellkultur 
versehenen PTFE -Transplant ate, ■ die in einem -speziell ent- 
wickelten Glasrohr eingeschlossen waren, wurden uber die vorher 
eingefttgten Luer-Verbindungsstucke in den Kreislauf integriert. 
Das System wurde mit 500 ml Nahrmedium M-199, 10 % Humanserum 
und Antibiotika gefullt. Dem Perf usionsmedium wurden keine 
Endothelzellenwachstumsf aktoren zugegeben und die Temperatur 
wurde w&hrend der Durchfuhrung mittels eines Wasserbades auf 37 
°C gehalten. Vor der Verwendung des Systems wurde dasr 
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Perf usionsmedium bei 37 °C in einer Atmosphere von 5 V CC> 2 /95 5 
Raumluft inkubiert . Der Druck wurde eingestellt und konstan 
auf 35/5 mm Quecksilber (Hg) gehalten, was 30 Pulsierurige. 
pro Minute ergab. Gemessen wurde der Druck mit einem Membran 
meSwandler und einem Druckmonitor (Hewlett Packard, Andover 
USA) . Die Geschwindigkeit des Strdmungskreislauf s betrug 10' 
ml/Minute, die eine Stunde lang beibehalten wurde. Nach der 
Perfusion wurden beide Luer-Verbindungsstiicke aus den je 
weiligen Transplantaten der Gruppen 1, 2, 3 und 4 entfernt, eii 
bestimmtes Transplant at -Segment herausgeschnitten und fur dit 
Rasterelektronenmikroskopie prapariert . 

Zur PrSparierung der entnommenen Transplant at- Segment e fur dC^ 
Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden folgende Schritte 
un t e mommen : 



1 cm lange Proben von durchstromten Transplantaten enthaltenr 
die Zellsaat werden mittels Rasterelektronenmikroskopie be 
zuglich ihrer Quahtif izierung \xnd Morphologie untersucht . 

Gleich nach der Praparie rung aus den kunstlichen Gef aSsysteme: 
werden die Proben mindestens 4 Stunden lang in 3,5 % Glutar 
dialdehyd f ixiert und mit Phosphatpuf f erlosung gespult . An 
schlie&end erfolgt eine Nachf ixierung von 2 Stunden in 2 
Osmiumtetroxid in Puff erlosung. Nach Dehydratisierung mitt^" 1 
verschiedener Ethanollosungen werden die Proben mit flussigfe 
C0 2 bis zu ihrem kritischen Punkt getrocknet, in einem Vakuun. 
verdampfer mit Gold/Palladium sputterbeschichtet und mit eine. 
Rasterelektronenmikroskop (Philips XL 20, Kassel BRD) , das be 
einer Beschleunigungsspannung von 25 kV betrieben wird, unter 
sucht . 

Eraebnisse der V eraleichsversuche 



Eine Zusammenf assung der Ergebnisse der RasterelektronenmiJcrc 
skopie ist in den Figuren 3 bis 5 dargestellt. 
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Die Ergebnisse der Vergleichsversuche fur die Gruppen 1, 2 und 
3 zeigen, daS die Endothelzelladhasion und -retention auf er- 
findungsgemaS vorbeschichteten PTFE-Gef aSprothesen nach erfolg- 
ter Besiedlung (Fig. 3a, 4a, 5a) und Perfusion (Fig. 3b, 4b, 
5b) in einem kunstlichen Stromungskreislauf gegenuber den aus 
dem Stand der Technik bekannten unbeschichteten und beschich- 
teten PTFE-Gef aSprothesen erheblich gesteigert und verbessert 
we r den . 

Zelladhasion und -retention auf den Transplantaten vor und nach 
der Perfusion 

Gruppe i- m unbeschichteten PTFE-Gef aSsystemen waren 30 Mi- 
nuten nach der Zellbesiedlung von 1,2 x 10 s AHSVEC / cm 2 14,9 % 
± 3,1 % der Flache mit Endothelzellen bedeckt. Nach der Per- 
fusion betrug die Endothelzelladhasion 2,0 % ± i,o %. Die 
Zellretention betrug 13,9 % ± 7,9 % (siehe Figuren 6 und 7). 

gruppe 2; Durch die Vorbeschichtung von PTFE- Transplant at en mit 
Humanfibronektin ergab sich eine Endothelzelladhasion nach der 
Endothelzellenbesiedlung von 26,0 % ± 3,3 %. Nach der Perfusion 
im kunstlichen Stromkreislauf betrug die Endothelzelladhasion 
11.8 % ± 1,6 %. Die berechnete Zellretention betrug 45,5 % ± 
2,1 %. sowohl die Endothelzelladhasion als auch die -retention 
waren im Vergleich zu Gruppe 1 erheblich hoher (siehe Figuren 6 
und 7) . 

Gruppe 3 ; Bei den erf indungsgemas vorbehandelten PTFE-Gef afi-. 
systemen wurde eine Endothelzelladhasion von 30,6 % ± 2,1 V 
beobachtet. Die Perfusion der PTFE-Transplantajte fuhrte zu 
einer Endothelzelladhasion von 19,3 % ± 2,8 %. Die Endothel- 
zellretention betrug 62,9 % ± 7,5 %. im Vergleich zu Gruppe l 
und Gruppe 2 (siehe Figuren 6 und 7) ergab sich somit eine 
weitere erhebliche Steigerung der Endothelzelladhasion und -re- 
tention. Primar ist dieses bessere Ergebnis auf die erfindungs- 
gemaSe Vorbeschichtungstechnik zuruckzuf uhren . In dem von Sank' 
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et al . durchgef uhrten Verf ahren werden die RGD^-Peptide ohnf 
Vorbeschichtung direkt'auf das PTFE-Material auf gebracht . Wei 
tere untergeordnete Unterschiede bestehen darin, daS Sank e 
al . ein anderes RGD-Peptid in einer geringeren Konzentratioi 
unter Verwendung von PTFE-Patch anstatt Rohrprothesen einge 
setzt haben. Die geringere Peptidkonzentration und die Ver 
wendung eines PTFE-Patch fuhren auch zu dem von Sank et al 
f estgestellten Ergebnis, daS eine Endothelzellenadhasion au 
RGD-Piptid beschichtetem PTFE geringfugig niedriger ist, al 
auf Fibronektin-beschichtetem PTFE. Die Ergebnisse bezuglic 
der Zelladhasion der Gruppe 1 und 2 der beschriebenen Ver 
gleichsversuche stehen im Gegensatz dazu. 

Gruppe 4 : Durch die Vorbeschichtung von PTFE-Transplantate 
gemaS den erf indungsgemaSen Ver f ahrensschr i t t en mi 4 
Polylysin/Glutardialdehyd (eine RGD enthaltende Substanz mi 
Zelladhasion ist jedoch nicht vorhanden) ergab sich ein' 
Endothel zelladhasion nach der Endothelzellenbesiedlung von 
10,5 % ± 1,1 %. Nach der Perfusion im kunstlichen Strom 
kreislauf betrug die Endothelzelladhasion 0,7 % ± 0,2 %. Di 
berechnete Zellretention betrug 6,6 % ± 1,5 %. Sowohl di 
Endothelzelladhasion als auch die -retention waren im Vergleic 
zu Gruppe 3 erheblich niedriger (siehe Figuren 6 und 7) . 

Die verbesserten Ergebnisse bezuglich der Zelladhasion ur 
Zellretention der erf indungsgemaSen kunstlichen Gef cLSsyst4.. 
sind auf das Vorbeschichtiingsverf ahren der Erfindung ziiruckzi 
fuhren. In dem erf indungsgemaSen Verf ahren werden zwei Zwi 
schenschritte angewandt, urn die zelladhasionsf ordernde Substar 
mit der Innenwand der Gef aSsystemoberf lache zu verbinden. Dit 
fQhrt zu einer starken biochemischen Bindung der adhasioni 
fdrdernden Substanz mit dem Transplantat und einer erhoht^ 
Widerstandsf Shigkeit gegenuber Scherspannung . Die adhasionsfo. 
dernde Substanz wird uber die noch verfugbare Aldehydgruppe dc 
zweiten Komponente an die kunstlichen Innenwande gebunden. Pre 
teine und Peptide mit mindestens einer RGD-Sequenz werde 
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beispielsweise uber primare Aminogruppen an die zweite Be- 
schichtungskomponente gebunden. 

Der Vergleich der Gruppen 1, 2 , 3 und 4 zeigt, daS die Gruppe 
3, die den erf indungsgemaSen kunstlichen Blutgef aSsystemen ent- 
spricht, eine hohere Widerstandsf ahigkeit gegenuber Scherspan- 
nung auf weist . Diese erhohte Widerstandsf ahigkeit wurde anhand 
des AusmaSes der Endothelzelladhasion und -retention nach der 
Perfusion in dem kunstlichen Stromkreislauf ermittelt. Wahrend 
auf den mit RGD-Peptid-beschichteten erf indungsgemaSen Tran- 
splantaten 19,3 % ± 2,8 % Endothelzelladhasion nach der Perfu- 
sion festgestellt wurde, betrug diese bei Fibronektin-beschich- 
teten Transplantaten nur 11,8 % ± 1,6 %. Auf unbeschichteten 
Transplantaten betrug die Endothelzelladhasion nach der Perfu- 
sion 2,0 % ± i,o %. Auf mit ausschlieSlich mit Polylysin/- 
Glutardialdehyd beschichteten Transplantaten betrug die Endo- 
thelzelladhasion nach der Perfusion lediglich 0,7 % ± 0,2 %. 

Bei unbeschichteten Transplantaten waren nach einer einstun- 
digen Scherspannung nur noch 13,9 % ± 7,9 % der ursprunglich 
anhaftenden Endothelzellen vorhanden. Auf Fibronektin-beschich- 
teten Transplantaten wurde eine Endothelzellretention von 45,5 
% ± 2,1 % gemessen. Auf mit ausschlieSlich mit Polylysin/- 
Glutardialdehyd beschichteten Transplantaten betrug die Endo- 
thelzellretention 6,6 % ± 1,5 %. Die bei weitem hochste Endo- 
thelzellretention von 62,9 * ± 7,5 % zeigte sich wiederum bei 
PTFE- Transplantaten, die erf indungsgemaS vorbeschichtet waren. 

Gegenuber dem Stand der Technik ist die Zelladhasion und -re- 
tention von Endothelzellen auf erf indungsgemaS beschichteten 
Gef aSsystemen erheblich erhSht . Die erf indungsgemaSen beschich- 
teten GefaSsysteme verringern bzw. vermeiden aufgrund ihrer 
verbesserten metabolischen Eigenschaf ten Storungen und Neben- 
ef fekte, die beispielsweise durch Kontakt des zirkulierenden 
Blutstromes mit dem Kunststoff material entstehen. Die gegentiber 
dem Stand der Technik verbesserten metabolischen Eigenschaf ten 
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sind auf eine erhdhte Dichte der biologisch aktiven Substanzen, 
die die Zelladh&sion fordern, zuruckzuf uhren . Die erfinderi- 
schen Gef afisysteme ersetzen insbesondere in der Herz- unc 
Gef aSchirurgie die nattlrlichen Gefafie im Herz- und Kreislauf- 
system. 

Beschreibung der Piguren 

Ficrur 1 : Schematische Darstellung biochemischer Reaktionen in. 
erf indungsgemaSen Verfahren. Glutardialdehyd bindet sich ubez 
Aldehydfunktionen an die primare Aminogruppe von Polylysin, tait 
welchem das PTFE-Material vorbeschichtet ist (a) . Die verfugba^ 



ren Aldehydfunktionen des derivatisierten Polylysin konnen prr- 
mare Aminogruppen der synthetischen, adhasionsf ordernden RGD- 
Peptide (b) binden. Endothelzellen interagieren durch die Inte- 
grinfamilie von Zell-Matrix-Rezeptoren mit der an die Innenwand 
des Gef aSsys terns gebundenen RGD-Sequenz und haften an dem PTFE- 
Transplantat (c) an. 

Fiaur 2 : Schematische Darstellung des kunstlichen Stromkreis- 
laufs. Kardiotomiebehaiter (1) mit Luftblasenf ilter (2) , Per- 
fusionsmediumf ilter (3), Wasserbad (4), extrakorporalem Per- 
fusions schlauch (5) , MembranmeSwandler (6) , Druck- und Tempe 
raturmonitor (7) , Glasrohr, welches das Transplant at um 
schliefit, mit Ein- und AuslaS fur das umgebende Medium (8) , m? 
Zellen besiedeltes PTFE-Transplantat (9) , TemperaturmeSwandlk. 
(10) , Walzenpumpe (11) , Durchstromungsnahrmedium (12) , Einla. 
fur C0 2 -Einstellung (13) , EinlaS fur Nahrmedium (14) . Di^ 
Pfeile zeigen in die FluSrichtung . 

Fiour 3 ; Rasterelektronenmikrographie eines unbeschichtet . 
PTFE- Transplant at s nach einer 30-miniltigen Endothelzellenbe 
siedlung (1,2 x 10 5 EC/cm 2 ) (Fig. 3 a) und nach einer einstun 
digen Perfusion in einem Stromungskreislauf (100 ml/Min.) (Fig. 
3 b) . Ursprungliche VergroSerung x 618, 
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Fiaur 4 : Rasterelektronenmikrographie eines mit Fibronektin-be- 
schichteten PTFE-Transplantats nach 30 Minuten Endothelzellen- 
besiedlung (1,2 x 10 5 EC/cm 2 ) (Fig. 4 a) und nach einer ein- 
stiindigen Perfusion in dem Strdmungskreislauf (100 ml/Min.) 
5 (Fig. 4 b) . Ursprungliche VergrdSerung x 618. 

Ficrur 5 : Rasterelektronenmikrographie eines PTFE-Transplantats, 
das mit adhasionsf orderndem RGD-Peptid beschichtet ist, 30 Mi- 
nuten nach Endothelzellenbesiedlung^ (1,2 x 10 5 EC/cm 2 ) (Fig. 5 
10 a) und nach einer Stunde Perfusion in dem Stromungskreislauf 
(100 ml/Min.) (Fig. 5 b) . Ursprungliche VergrSSerung x 618. 

Fiaur 6 : Vergleich der Endothelzelladhasion auf unbeschich- 
teten, mit Fibronektin (HFN) beschichteten, mit Polylysin/- 
15 Glutardialdehyd (PL/GA; ohne RGD) und mit adhasionsf orderndem 
RGD-Peptid (RGD) beschichteten PTFE-Transplantaten . Die mit EC 
bedeckte Flache (%) 30 Minuten nach Endothelzellenbesiedlung 
(1,2 x 10 5 EC/cm 2 ) und nach Perfusion in einem FluSkreislauf 
(100 ml/Min.). Berechnete Standardabweichung in Klammern. 

20 

Ficrur 7 : Vergleich der EC-Retention (adharente Zellen nach Per- 
fusion / ursprungliche adharente Zellen nach der Besiedlung) 
auf unbeschichteten, mit Fibronektin (HFN) beschichteten, mit 
Polylysin/Glutardialdehyd (PL/GA; ohne RGD) und mit adhasions- 
25 fdrderndem RGD-Peptid (RGD) beschichteten PTFE-Transplantaten. 
Berechnete Standardabweichung in Klammern. 
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Paten tanspruche 

1. Kunstliches Blutgef afisystem umfassend eine innere be- 
schichtete Oberflache, auf die eine Substanz mit Zell; 
adhasion aufgebracht ist, V 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die innere vorbeschichtete Oberflache zwei miteinander um- 
gesetzte Komponenten enthalt, namlich eine makromolekulaxe 
Komponente enthaltend mehr als eine primare Aminogruppe 
und eine Komponente, die mindestens zwei reaktive Gruppen 
davon mindestens eine Aldehydgruppe aufweist und die Sub- 
stanz mit Zelladhasion ein Oligosaccharid, -peptid, oder - 
protein, insbesondere ein Peptid, Saccharid oder Proteir 
mit mindestens einer RGD (Arginin-Glycin-Asparagin) -Amino- 
sauresequenz ist ♦ 

2. Kunstliches Blutgef afisystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das kunstliche Gef afisystem aus einem synthetischen Mate 
rial wie Polytetraf luorethylen { PTFE) , Polyurethan. 
Silicon und dergleichen besteht. 

3. Kunstliches Blutgef aSsystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

das mindestens eine RGD (Arginin-Glycin-Asparagin) -Amino 
ScLuresequenz enthaltende Protein, Saccharid oder Peptic 
von Zellrezeptoren, insbesondere von Endothelzellrezep- 
toren gebunden wird. 
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Kunstliches Blucgef aSsystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die primaren Aminogruppen der ersten makromolekularen Kom- 
ponente der beschichtecen inneren OberflSche in Seitenket- 
ten angeordnet sind. 

Kunstliches Blutgef aSsystem nach einem der Anspruche l und 
4, 

dadurch gekennzeichnet, daS 

in der Oberf lachenbeschichtung die erste makromolekulare 
Komponente Poly-lysin-hydrohalogenid, vorzugsweise ein 
Poly-L-lysin-hydrohalogenid und insbesondere Poly-L- 
hy dr obr omi d , i s t . 

Kunstliches Blutgef aSsystem nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

in der Oberf lachenbeschichtung die zweite Komponente 
Glutardialdehyd ist. 

Verfahren zur Herstellung eines kunstlichen Gef aSsystems, 
bestehend aus einem synthetischen Material, indem die 
innere Oberflache vorbeschichtet wird und anschlieSend 
eine Substanz aufgebracht wird, die von Zelladhasions- 
rezeptoren erkannt und gebunden wird, 

gekennzeichnet durch folgende Verf ahrensschritte : 

a) das kunstliche GefaSsystem wird mit einer ersten 
makromolekularen Komponente beschichtet*, die mehr als 
eine primSre Aminogruppe enthalt 

b) die primare Aminogruppen enthaltende makromolekulare 
Komponente wird mit einer zweiten Komponente umge- 
setzt, die mindestens zwei reaktive Gruppen, davon 
mindestens eine Aldehydgruppe , enthalt 
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c) das durch die Schritte a) und b) vorbeschichtefc- 
kunstliche Gef&Ssystem wird mit einetn Oligosaccharid. 
-peptid, oder -protein, insbesondere einem Peptid 
Saccharid oder Protein, das . tnindestens eine RGI 
(Arginin-Glycin-Asparagin) -Aminosauresequenz auf 
weist, umgesetzt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

das kilns tliche GefSSsystem aus einem synthetischen Mate 
rial wie Polytetraf luorethylen (PTFE) , Polyurethan, 
Silicon und dergleichen besteht. v. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , da£ 

die primaren Aminogruppen der makromolekularen Komponentf 
des Verf ahrensschrittes a) in Seitenketten angeordne 
sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichent , daS 

die makromolekulare Komponente ein Poly-lysin-hydrohalc 
genid, vorzugsweise ein Poly-L-lysin-hydrohalogenid ur 
insbesondere Poly-L-lysin-hydrobromid, ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die makromolekulare Komponente mit Glutardialdehyd a- 
zweite Komponente im Verf ahrensschritt b) umgesetzt wire- 
wobei die zweite Komponente in einer molaren Menge eii 
gesetzt wird, die geeignet ist, s&mtliche NH 2 -Gruppen dt 
ersten Komponente zu f unktionalisieren. 

12. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 
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das mindestens eine RGD-Sequenz enthaltende Protein, 
Saccharid oder Peptid von Zellrezeptoren, insbesondere von 
Endothelzellrezeptoren gebunden wird. 
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Abstract 

WO 9625185 A UPAB: 19961025 

In a synthetic vascular system comprising an inner coated surface onto 
which a cpd. (I) with cell adhesion properties is applied, the new 
features are: (1 ) that the inner, precoated surface contains 2 reacted 
components: (i) a macromolecule (II) contg. more than one prim, amino gp. 
and (ii) the other (III) with 2 reactive gps., 1 being aldehyde, and (2) 
that (I) is an oligosaccharide, peptide or protein, esp. one contg. 1 
Arg-Gly-Asp (RGD) sequence. 

USE - The system is esp. used to replace arteries, partic. in cardiac 
and vascular surgery. 

ADVANTAGE - The system provides better adhesion and retention of 
cells, esp. endothelial cells, than known synthetic vessels. It ensures 
trouble-free blood flow (reduced risk of thrombosis or occlusion) and has 
improved metabolic properties. (Ill) becomes attached to regularly spaced 
aldehyde gps. (not randomly), resulting in a stable, high density coating. 
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